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摘要 目的 : CD19 单 链 抗体 可 变 区 (single-chain fragment variable) scFv 能 特异 性 识别 结合 
B 细胞 表面 的 CD19 分 子 ， 和 白细胞 介 素 -10 Cinterleukin-10, IL-10) 是 调节 性 B 细胞 (Breg) 
的 主要 特征 之 一 。 这 篇 文章 旨 在 构建 CD19scFv $e IL-10 受 体 1 (IL-10R1) 胞 外 段 的 重组 融 
合 蛋白 ， 拟 用 该 融合 蛋白 捕捉 和 封闭 Breg 细胞 分 兴 的 工 -10。 方 法 : CD19scFv f IL-10R1 
胞 外 段 克 隆 到 pET-28a 原核 质粒 上 , E. coli BL21 (DE3) 工程 菌 表达 蛋白 通过 镍 柱 富 集 和 纯 
化 蛋白 ，SDS-PAGE 和 Western Blot 对 表达 有 蛋白 进行 鉴定 ，pull down 实验 验证 蛋白 与 CD19 
4) F #2 IL-10 细胞 因子 的 结合 。 结 果 : 成 功 表 达 CD19scFv-IL-10R1 融合 蛋白 ,该 融合 蛋白 能 
在 体外 同时 结合 CD19 和 IL-10 分子 。 结论: CD19scFv-IL-10R1 融合 蛋白 在 体外 可 以 同时 结 
合 CD19 分 子 和 开 -10 分 子 ， 有 具有 潜在 应 用 前 景 可 作为 特异 性 抑制 Breg 的 生物 小 分 子 。 
[Abstract] Objective: CD19 scFv (single-chain fragment variable) specifically recognizes 
CD19 molecule expressed on the B cells surface. Interleukin-10 (IL-10) -producing B cells are a 
major subset of regulatory B cells (Breg). The aim of this study is to construct a recombinant 
fusion protein of CD19 scFv and IL-10 receptor! (IL-10R1), which potentially captures and 
blocks IL-10 secreted by Breg cells. Methods: CD19scFv and IL-10R1 were cloned into pET-28a 
prokaryotic plasmid. Recombinant proteins were enriched and purified by Ni column, identified 
by SDS-PAGE and Western Blot. Pull down analysis was performed to identify the proteins 
captured by CD19scFv-IL-10R1 recombinant protein. Results: The CD19 scFyv-IL-10R1 fusion 
protein is prepared and the protein binds to both CD19 and IL-10 molecules in vitro. Conclusion: 
CD19scFy-IL-10R1 fusion protein binds to both CD19 molecule and IL-10 molecule in vitro, and 
has potential application as a specific inhibitor for Bregs. 
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引言 

IL-10 作为 抗 炎 因子 在 1989 年 被 发 现 ，IL-10 是 重要 的 免疫 调节 性 细胞 因 
子 ， 它 的 生物 学 功能 主要 是 限制 炎症 反应 ， 调 节 免 疫 细胞 的 分 化 和 增殖 , IL-10 
作为 免疫 抑制 因子 不 仅 可 以 诱导 外 周 耐 受 和 免疫 抑制 , 而 且 在 免疫 调节 中 起 关键 
作用 [J。 很 多 细胞 可 以 产生 开 -10， 包 括 工 细胞 亚 群 、 单 核 细胞 、 巨 吹 细 胞 、 树 
突 细胞 等 。 最近 研 究 表明 , B 细胞 也 可 以 分 泌 开 -10, W4 IL-10 的 B 细胞 是 Breg 
的 一 个 主要 亚 群 ， 能 负 性 调控 免疫 应 答 回 。 开 -10 通过 与 细胞 表面 的 下 -10 受 体 
CIL-10R) 结合 发 挥 作用 。 人 类 和 小 鼠 的 IL-10 受 体 CIL-10R) 由 IL-10R1 和 
IL-10R2 两 个 亚 单位 组 成 ， 两 个 亚 单位 均 属 于 工 型 细胞 因子 受 体 家 族 。IL-10R1 

是 IL-10R 中 与 IL-10 结合 的 亚 单位 , 工 淋巴 细胞 表面 、 巨 唉 细胞 表面 表达 较 高 
水 平 IL-10R1。IL-10R2 不 与 IL-10 发 生 结 合 ， 其 胞 内 段 含 信号 传导 基 序 ， 介 
导 信 号 传导 。 

CD19 作为 B 细胞 表面 的 标志 分 子 ， 是 细胞 表面 的 跨 膜 蛋白 ， 从 骨 稀 祖 BB 细 
胞 开始 表达 ， 持 续 整个 B 细胞 成 熟 期 直至 浆 细 胞 消失 ， 参 与 BCR 识别 抗原 的 过 
程 。CD19scFv 能 特异 性 识别 结合 B 细胞 表面 的 CD19 分子。 在 本 研究 中 将 首 
次 构建 CD19scFv-IL-10R1 融合 蛋白 ， 该 蛋白 能 同时 结合 CD19 M IL-10 分 子 。 
期 望 该 融合 蛋白 能 特异 性 邯 向 B 细胞 ， 进 而 捕获 Breg 细胞 分 泌 的 IL-10, Ati 
发 挥 特异 性 封闭 Breg 细胞 的 作用 。 本 研究 构建 了 pET-28a-CD19scFv-IL-10R1 重 
组 表达 质粒 ， 并 表达 和 纯化 了 CD19scFv-IL-10R1 重组 蛋白 ， 最 后 对 该 重组 蛋白 
的 功能 进行 了 初步 的 评估 。 


1 ”材料 方法 

1.1 实验 材料 

1.1.1 细胞 和 细菌 :大肠 杆菌 E. coli DH5a，E. coli BL21 (DE3) 由 本 实验 室 保 存 。4-6 Aid 
雄性 C57/B6 野生 型 小 鼠 (SPF 级 别 ) ， 小 鼠 购 买 于 武汉 大 学 A3 动物 实验 中 心 。 

1.1.2 试剂 、 仪 器 : pET-28a kA HAE RE, MARIANE (AXYGEN)， 割 胶 回 收 试剂 


1 1 收 稿 日 期 2017-07-28 ” 修 回 日 期 2017-11-06 
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湖北 省 技术 创新 专项 (2016ACA150, 2016CFA062, 2015CFA009) , 武汉 市 科技 晨光 计划 (2016070204010127 )。 
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& (AXYGEN), DNA Ligation Kit- Ligation High (TOYOBO), BamH I 、 HindIII, Xho I 


限制 性 内 切 酶 购 于 Promega =], 1640 培养 基 购 买 于 Gbico 4], anti-IL-10. anti-CD19 W 


SF SANTA CRUZ, IL-4, GM-CSF ( 粒 细胞 - 巨 噬 细胞 集落 刺激 因子 ) 购 于 SANTA CRUZ, 
his 抗体 购 于 protein tech, Trizol 购 于 Invitrogen. 
1.2 实验 方法 


1.2.1 小 鼠 CD19scFv 基因 的 克隆 根据 文献 四 序列 设计 克隆 引物 ,CD19scFv sense primer: 


5' CAGGATCCATGGACATTCAGCTGACC 3' & BamH | 酶 切 位 点 ，CD19scFv antisense 
primer: 5' ATAAGCTTCATGGTTCCTGGGCC 3' @ Hindli @ W 位 点 , 以 


pcDNA3.1-myc-his-SE2-scFv (本 实验 室 保 存 ) 为 模板 进行 扩 增 , 反应 条 件 如 下 : ME E 95 °C 


4min; 变性 95 C 20s; 退火 58 'C 20s; 延伸 72 'C 30s; 最 后 72 ‘CH (#3 min; 共 30 个 
循环 .PCR 产物 琼脂 糖 凝 胶 电泳 后 , 按照 说 明 书 割 胶 回 收 , 回收 后 用 限制 性 内 切 酶 BamH I 、 
Hindlll 37 CHEY 2h, 酶 切 产物 按照 害 胶 回收 试剂 盒 回 收 。pET-28a 空 载 质粒 用 BamH I. 


u 


Hindili 37 CHEY 2h 后 ， 与 前 述 处 理 的 PCR PWMBA, HAAEBRM, tL, A Kant 
CEREZA) 抗 性 板 ， 挑 取 阳 性 克隆 提 质 粒 酶 切 鉴定 ， 酶 切 鉴 定 成 功 的 质粒 送 擎 科 公 司 用 载 
体 通用 引物 〈 公 司 提供 ) 测序。 


1.2.2 小 鼠 CD19scFv-IL-10R1 基因 的 克隆 ”根据 IL-10R1 (GI:374272206) 序列 设计 克隆 


引物 。IL-10R1: sense primer: 5'GCAAGCTTATGCTAGAATTCATTGCA 3' 含 Hindili 


切 位 点 ,IL-10R1 anti sense primer: 5' ATATCTCGAGGATGCTCAGGTTGGTC 3' 售 Xho | 


酶 切 位 点 ， 取 野生 型 C57BL/6 小 鼠 的 骨髓 细胞 用 GM-CSF (20 ng/mL), IL-4 (10 ng/mL) 
诱导 其 向 树 突 状 细 胞 (DC) 分 化 ， 诱 导 培 养 6 天 。 收 集 细胞 用 Trizol 法 提取 细胞 的 RNA, 
逆转 录 为 CDNA, cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ， 反应 条 件 如 下 预 变性 95 C 4min; 变性 


95 C 20s; 退火 50 'C 20s; 延伸 72 °C 30s; 最 后 72 CE 3 min; 共 30 个 循环。 PCR 产 
物 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 后 ， 按 照 说 明 书 割 胶 回 收 ， 回 收 产物 HindIII, Xho I 酶 切 消化 并 克隆 入 
pET-28a-CD19scFv 载体 (图 1)， 经 过 Kan+ 抗 性 板 筛选 ， 挑 取 阳 性 克隆 提 质 粒 酶 切 鉴定 ， 鉴 
定 成 功 的 质粒 送 擎 科 公 司 用 载体 通用 引物 (公司 提供 ) 测序 。 
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图 1 pET-28a-CD19scFv-IL-10R1 的 构建 。 


Fig.l Construction of pET-28a-CD19scFy-IL-10R1 plasmid. 


1.2.3 CD19scFv-IL-10R] 融合 蛋白 的 表达 纯化 ”将 克隆 成 功 的 质粒 转化 E. coli BL21 (DE3) 
大 肠 杆菌 菌株 。 挑 取 单 克隆 , 在 5 mL LB SHAY, Kar RAR (50 ng/mL) 培养 过 夜 ; 


将 过 夜 的 菌 液 1:100 加 入 1000 mL LB 培养 基 中 ， 培 养 至 ODioo > 0.6， 加 入 终 浓 度 800 


hmolL 的 PTG， 继 续 培 养 6h。 在 不 同 的 诱导 温度 (C. 16°C. 25° . 30€), 不同 


的 IPTG 诱导 浓度 (0.4mM, 0.5mM, 0.6mM, 1mM, 1.25mM, 2mM), 诱导 重组 蛋白 
的 表达 。 培 养 完 成 后 于 4 ‘C、10000 g、 离 心 5 min Ke BK. A PBS 洗 一 次 菌 体 ， 将 得 到 
的 细菌 沉淀 完全 重 目 于 50 mL 预 冷 的 lysis buffer 中 ,高 压 菌 质 仪 碎 菌 ， 低 温 高 速 离心 ,将 


得 到 的 蛋白 上 清 与 镍 柱 冰 上 结合 2h， 并 用 不 同 的 浓度 的 咪唑 洗 脱 液 (20 mM、40 mM、60 


Pu 


mM、80 mM.、 得 到 融 
合 蛋 白 后 用 SDS PAGE 跑 胶 和 考 马 斯 亮 蓝 染 色 ， 验 证 表达 的 重组 蛋白 。 
上 述 纯化 的 蛋白 取 10 pl 的 蛋白 
与 等 体积 的 2x SDS LHRH RIA, 95 CTA AXE 10 min. 
转 膜 2h; 5 % 脱 脂 牛 奶 37 C 封闭 2h; 小 鼠 his 抗体 1: 3000 稀释 ，37 ‘CHA 1h; HRP- 
羊 抗 鼠 IgG 37 ‘CHE A 1h; ECL (电化 学 发 光 液 ) LE. 


1.2.5 Pull down 实验 检测 融合 蛋白 与 小 鼠 CD19 和 L-10 分 子 的 结合 无 菌 条 件 下 取出 小 鼠 


100 mM、200 mM) 500 pl 将 携带 His-tag 的 蛋白 从 镍 柱 上 洗 脱 ， 


二 


1.2.4 Western Blot 检测 CD19scFv-IL-10R1 融合 蛋白 表达 


SDS-PAGE 凝 胶 电泳 ， 


脾脏 ， 制 取 单 个 细胞 悬 液 用 AKT (150 mM NEH4CI、10 mM KHCO3、0.1 mM DETA 裂解 红 


细胞 ) 处 理 后 制 成 单 细胞 悬 液 ， 用 终 浓 度 30 IU/mL & IL-2 和 10 ug/ML 的 LPS 刺激 脾 细胞 


72-96 h 后 ， 收 集 细 胞 。RIPA 裂解 液 冰 上 处 理 30 min, 300 g/5 min 离心 取 上 清 。 


CD19scFv-IL-10R1 融合 蛋白 、CD19scFv 和 蛋白 和 了 IL-10R1 蛋白 原核 表达 后 与 镍 柱 冰 上 结合 2 


h， 结 合 了 蛋白 的 镍 柱 与 脾 细 胞 RIPA 裂解 液 4 CC 过夜， 镍 柱 反 复 洗 涤 去 除 未 结合 的 分 子 ， 
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样品 进行 Western Blot， 一 抗 分 别 为 anti-IL-10 和 anti-CD19 抗体 。 


2 结果 


2.1 CD19scFv 和 IL-10R1 编码 基因 片段 的 获得 ”为 了 获得 CD19scFv-IL-10R1 融合 蛋白 ， 我 


a 


们 首先 以 peDNA3.1-myc-his-SE2-scFv 为 模板 ，PCR 744, 34 CD19scFv 编码 目的 蛋白 的 
基因 片段 。 得 到 CD19scFv 目的 基因 扩 增 产物 后 ,琼脂 糖 凝 胶 电 泳 确认 CD19scFv DNA 片段 
大 小 ， 在 700bp 附近 ， 与 预期 相符 。 

为 了 获得 IL-10R1 的 目的 基因 ,我 们 取 野 生 型 C57BL/6 小 鼠 的 骨髓 细胞 用 GM-CSF、IL-4 
诱导 DC 细胞 。 收 集 细胞 用 Trizol 法 提取 细胞 的 RNA， 逆 转录 cDNA， 以 cDNA 为 模板 进 
47 PCR 扩 增 , 443) IL-10R1 目的 基因 扩 增 产物 , 琼脂 糖 凝 胶 电泳 确认 IL-10R1 DNA 片段 大 
人 小， 在 700bp 附近 ， 与 预期 相符 。 


x ` Di 
é § $ 
Ş RR Py 

kb SS NY X 


0.5 0.5 


(a) (b) 


图 2 CD19scFv 和 了 IL-10R1 编码 基因 片段 PCR 产物 的 鉴定 。 
Fig.2 Identification of PCR products of CD19scFv and IL-10R1 gene fragments. 


(a) Agarose gel electrophoresis analysis of PCR product of CD19scFv (b) Agarose gel electrophoresis analysis of PCR product of 


IL-10R1 


2.2 pET-28a-CD19scFv, pET-28a-CD19scy-IL-10R1 克隆 和 鉴定 我 们 先 将 CD19scFv FAKE 
收 产物 插入 到 pET-28a 质粒 中 ， 将 连接 重组 质粒 转化 coli DH5a， 获 得 的 单 克隆 ， 提 取 质 
粒 并 进行 BamH I. Hindili 37 C 酶 切 消化 ,其 产物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴定 ,结果 如 图 3(a)， 
酶 切 产物 中 含有 0.7 kb 的 插入 片段 。 鉴 定 成 功 的 质粒 送 公 司 测 序 ， 测 序 结果 正确 。 

接着 ， 我 们 将 IL-10R1 目的 基因 插入 pET-28a-CD19scFv 质粒 中 ， 获 得 


pET-28a-CD19scFv-IL-10R1 重组 质粒 ,我 们 也 对 重组 质粒 pPET-28a-CD19scv-IL-10R1 质粒 进 
行 了 鉴定 图 3 (b)， 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 结果 显示 有 1.4 kb 的 插入 片段 ， 鉴 定 成 功 的 质粒 送 公 司 
测序 ， 测 序 结 果 正 确 。 
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1.5— 1.4kb 


(a) (b) 


图 3  pET-28a-CD19scFv fll pET-28a-CD1 9scv-IL-1OR1 克隆 双 酶 切 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴 定 。 
Fig.3 Identification of pET-28a-CD19scFv plasmid (a)and pET-28a-CD19scv-IL-10R1 plasmid (b). 
(a) pET-28a-CD19-scfv plasmid was treated with BamHI and HindIII. Lane 1, pET-28a ; Lane 2, digestion with BamHI and HindIII (b) 


Lane 1, pET-28a ; Lane 2, digestion with BamH I and Xho I 


2.3 CD19scFv 和 CD19scFy-IL-10R1 重组 蛋白 的 表达 以 及 表达 条 件 的 优化 “有 文献 四 报道 过 
CD19scFv 蛋白 的 表达 方案 ， 参 照 以 上 方法 我 们 表达 并 纯化 了 CD19scFv 蛋白 (图 4)。 


IPTG (mM) IPTG (mM) 
kd M 0 1 kd M 0 1 
a = 34 一 一 
26 一 一 26 一 一 
pET-28a-CD19scFv pET-28a 


图 4 25 C- CD19scFv 蛋白 表达 结果 。 
Fig. 4 Expression of CD19scFv protein at 25 °C. 


24 在 本 研究 中 ， 我 们 着 重 优 化 了 CD1l9scFv-IL-10R1 蛋白 的 表达 方案 。 
pET-28a-CD19scFv-IL-10R1 转化 已 coi BL21 (DE3) 大 肠 杆菌 菌株 。 挑 取 单 克隆 ， 在 不 同 


诱导 温度 (4 C., 16 C, 25°C., 30°C) 和 不 同 IPTG RE (0.4 mM-2 mM) 下 表达 蛋白 。 
如 图 5 所 示 , 温度 条 件 对 蛋白 诱导 结果 的 影响 大 , PTG 浓度 差异 对 蛋白 表达 几乎 没有 影响 。 
16"C 和 4 温度 条 件 下 ， CD19scFv-IL-10R1 融合 蛋白 有 明显 的 预期 分 子 量 条 带 出 现 ， A 


表达 量 在 4 CHET RARS. 25 CH 30 人 诱导 温度 下 没有 明显 的 诱导 条 带 出 现 。 
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pET-28a-CD19scFv-IL-10R1 pET-28a 
(a) 
IPTG (mM) IPTG (mM) 
kd M 0 2 125 1 06 05 04 kd M 0 1 
72 72 
55 55 
43 
43 as } 
— pET-28a 


pET-28a-CD19scFv-IL-10R1 
(b) 


IPTG (mM) IPTG (mM) IPTG (mM) IPTG (mM) 
kd M 0 05 1 0 05 1 kd MO 05 1 0 05 1 


43— 

34— 

26— 
pET-28a-CD19scFv- 7 pET-28a-CD19scFv- ET-28a 
IL-10R1 PET28a IL-10R1 a 


(c) (d) 


图 5 不 同 温度 和 不 同 IPTG 浓度 诱导 温度 下 蛋白 诱导 表达 结果 。 
Fig.5 Expression of CD19scFv-IL-10R1 protein at different temperatures and different IPTG 
concentrations. (a) at 30 C; (b) at 25 °C; (c) at 16 °C; (d)at 4 °C 


(a) CD19scfv-IL-10R1 was expressed at 30 ‘C and (0.4 mM-2 mM) IPTG concentrations (b) CD19scfv-IL-10R1 was expressed at 


25 C and (0.4 mM-2 mM) IPTG concentrations (c) CD19scfv-IL-10R1 was expressed at 16 ‘C and (0.4 mM-2 mM) IPTG 


concentrations (d) CD19scfv-IL-10R1 was expressed at 4 ‘C and (0.4 mM-2 mM) IPTG concentrations 


2.5 CD19scFv 和 CD19scFv-IL-10R1 重组 蛋白 的 纯化 pET-28a-CD19scFv 和 


pET-28a-CD19scFv-IL-10R1 $ W% E.coli BL21 (DE3) 大 肠 杆 菌 。 在 25'C 条 件 下 诱 蜡 


pET-28a-CD19scFv 表达 ， 在 4 'C 条 件 下 诱导 pET-28a-CD19scFv-IL-10R1 蛋白 表达 。 碎 菌 后 


得 到 的 蛋白 上 清 与 镍 柱 结合 ， 用 不 同 浓度 的 咪唑 洗 脱 液 (20 mM、 40 mM、60 mM、80 mM, 
100 mM、200 mM) 洗 脱 镍 柱 ， 收 集 洗 脱 下 来 的 洗 脱 液 进 行 SDS-PAGE 电泳 分 析 〈 图 6a)。 
跑 胶 结果 显示 40 mM 和 60 Mm 浓度 的 咪唑 洗 脱 液 洗 脱 能 获得 较 高 浓度 的 蛋白。 随后 Western 
Blot 分 析 进 一 步 证 实 了 用 镍 柱 收集 纯化 的 目的 蛋白 CD19scFv 和 CD19scFv-IL-10R1 (KI 6 


b). 
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(b) 
图 6 CD19scFv 和 CD19scFv-IL-10R1 重组 蛋白 纯化 结果 SDS-PAGE 和 Western Blot 验证 。 
Fig. 6 Determination of purified CD19scFv and CD19scFv-IL-10R1 recombinant protein by SDS PAGE and 
Western blot 


(a) SDS PAGE (b) Western blot 


2.5 CD19scFv-IL-10R1 重组 蛋白 能 同时 结合 CD19 和 了 IL-10 分 子 CD19scFv 和 
CD19scFv-IL-10R1 蛋白 分 别 和 镍 柱 结合 。 取 小 鼠 脾 细胞 ， 用 LPS 刺激 ， 参 照 文 献 中 方法 诱 
FEE BAMA IL-10. BORON RES RMR 4 CHAK. MER, A 
复 洗 涤 镍 柱 除 去 未 结合 蛋白 。 样 品 做 Western Blot， 用 anti-IL-10 和 anti-CD19 抗体 检测 融 
合 蛋 白 是 否 可 以 同时 结合 CD19 和 IL-10 分 子 。 如 图 7 所 示 ， CD19scFv-IL-10R1 在 体外 能 


同时 结合 CD19 $ IL-10 分 子 ，CD19scFv 只 能 结合 CD19。 此 结论 说 明了 融合 蛋白 


CD19scFv-IL-10R1 在 体外 可 以 同时 和 CD19 分 子 和 IL-10 分 子 结合 。 


CD19scFy 95kd 一 


IL-10 20kd 一 一 


B-actin 43kd a Ė— 


pET-28a pET-28a- pET-28a- 
CD19scFv CD19scFv 
-IL-10R1 


图 7 CD19scfv-IL-10R1 能 同时 结合 CD19 和 IL-10 分 子 。 
Fig. 7 CD19-scfv-IL-10R1 binds to both CD19 and IL-10. 
CD19scfv-IL-10R1/ CD19scFv-beads were incubated with cell lysate from LPS-treaded B splenocytes. After washing the beads, Western 


Blot was performed to identify the proteins captured by CD19scfv-IL-10R1/ CD19scFv-beads. 


讨论 : 

本 文 主要 对 CD19scFv-IL-10R1 融合 蛋白 的 原核 诱导 表达 条 件 进行 了 摸索 ， 
尝试 了 不 同 的 温度 条 件 和 不 同 的 IPTG 浓度 条 件 ， 从 文中 图 4 的 结果 发 现 不 同 的 
温度 对 蛋白 的 诱导 表达 影响 大 ， 而 IPTG 浓度 对 蛋白 的 诱导 表达 影响 不 明显 。 
16 CH4 诱导 温度 下 目的 蛋白 条 带 明 显 ， 但 稍 高 温度 诱导 蛋白 表达 不 明显 ， 
考虑 到 的 原因 可 能 是 蛋白 不 稳定 ,温度 高 容易 降解 。 为 了 确定 最 佳 温 度 的 诱导 条 
件 ， 我 们 将 在 下 一 步 工作 中 对 蛋白 表达 进行 不 同 温度 下 同时 诱导 ， 并 在 同一 块 
SDS PAGE 胶 上 看 不 同 温度 下 的 蛋白 表达 的 差异 ,以 确定 最 优 和 蛋白 诱导 温度 。 

CD19 HE B 细胞 治疗 的 一 个 标志 分 子 , 因为 它 只 在 正常 或 恶性 B 淋巴 细 
胞 表面 表达 ,几乎 不 在 其 他 细胞 表达 ; 且 在 B 细胞 恶性 转化 过 程 中 不 丢失 。CD19 
的 scFv- 单 链 抗 体 可 变 区 能 特异 性 的 与 B 细胞 表面 的 CD19 分 子 结合 ，CD19scFv 
与 其 他 蛋白 融合 不 仅 可 使 融合 蛋白 特异 性 的 靶 向 B 细胞 ， 还 能 发 挥 B 细胞 的 效 
应 功能 。 最 近 的 研究 报道 基因 工程 蛋白 hCD80/anti-CD19scFv( 双 功能 蛋白 抗 
CD19/B7) 保留 了 其 特异 性 的 CD19 抗原 结合 活性 ，CD19 阳性 的 急性 B 淋巴 细 
胞 白血病 患者 的 原 代 肿瘤 细胞 ,在 体外 经 双 功 能 蛋白 抗 CD19/B7 修饰 后 ,可 诱导 化 
疗 后 的 自体 淋巴 细胞 活化 ,继而 特异 性 杀伤 自体 肿瘤 细胞 [81。 

了 L-10 主 要 发 挥 免疫 抑制 功能 ,通过 与 细胞 表面 的 I-10R 受 体 结合 发 挥 作用 。 
融合 蛋白 CD19scFv-IL-10R1 可 以 和 CD19 AI IL-10 分 子 结合 ， 能 特异 性 结合 B 
细胞 并 且 捕 获 B 细胞 分 泌 的 IL-10 ,从 而 达到 特异 性 封闭 Breg 细胞 功能 的 作用 。 
从 本 文 的 pull down 结果 可 见 ,融合 蛋白 CD19scFv-IL-10R1 可 以 和 CD19 和 IL-10 


分 子 体 外 结合 。 研 究 表明 Breg 细胞 可 以 促进 肿瘤 的 发 生发 展 ， 这 种 作用 通过 
IL-10 NE, AWAREI IL-10 可 以 抑制 Thl 和 Th2 表达 外 ,在 小 鼠 乳 腺 癌 4T1 
模型 中 ,CD19 + B220* CD25 *B2 淋巴 细胞 作为 Breg 亚 群 之 一 ， 对 乳腺 癌 细 胞 肺 
部 转移 发 挥 促进 作用 09。 在 肿瘤 中 ，Breg 可 以 通过 抑制 T 细胞 的 功能 , 减弱 机 
体 的 抗 肿瘤 免疫 [Sl]。 本 文中 克隆 的 融合 蛋白 CD19scFv-IL-10R1 则 具有 潜在 的 抑 


制 Breg 功能 的 作用 。 我 们 期 望 CD19scFv-IL-10R1 能 作为 新 型 的 抗 肿瘤 制剂 ,或 


是 免疫 调节 剂 ， 通 过 抑制 Breg 的 功能 来 达到 抗 肿瘤 或 是 增强 细胞 免疫 的 目的 。 
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